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Ⅰ  要旨 
古典的条件付けとは、水などの無条件刺激（unconditioned stimulus; US）と中性的な刺
激 (条件刺激、conditioning stimulus; CS)とが対提示されることで、CS が条件反応













できる。つまり、報酬 2 次条件付けにおいて、2 次条件付けの第 1 段階で、オクトパミン受
容体阻害剤で報酬学習の成立を阻害しても 2 次条件付けが成立することが予想される。そ
こで、報酬 2 次条件付けの系を開発し、宇ノ木-水波モデルを検証した。 




た。第 1 段階あるいは第 2 段階で刺激の対提示を行わなかった対照群では嗜好性に変化は
なかった。この結果から、2 次条件付けがコオロギで起こることが確認された。このような
嗅覚-視覚連合型の 2 次条件付けは無脊椎動物では初めてである。 
次に 2 次条件付けの第 1 段階、第 2 段階、または記憶の読み出し段階でオクトパミン受
容体阻害剤であるエピナスチンをコオロギの頭部の血リンパ中に投与し、その影響を調べ









Ⅱ  序論 
学習とは、動物が経験によって行動を変化させることである。地球上で動物は学習によ
ってさまざまな環境に適応して生活している。その学習を裏打ちするシステムとはどのよ




ン作動性ニューロンは学習に重要な働きをしている(Hammer, 1993; Hammer and Menzel, 
1998; Farooqui et al.,2003; Schwaerzel et al., 2003; Riemensperger et al., 2005; Schroll 
et al., 2006; Vergoz et al., 2007; Wise, 2004; Schultz, 2006)。コオロギではオクトパミン
(OA)作動性ニューロンが報酬学習に、ドーパミン(DA)作動性ニューロンが罰学習に関与し











達する CS ニューロンは条件反応(conditioned response; CR)を引き起こす CR ニューロン
にシナプス結合している。条件付け前、オクトパミン作動性ニューロンまたはドーパミン
作動性ニューロンから CS ニューロンのシナプスへのシナプスは強く、CS ニューロンから
CR ニューロンへのシナプスは沈黙しているか、弱い。条件刺激と無条件刺激の対提示時に
おける CS ニューロンとオクトパミン作動性ニューロンまたはドーパミン作動性ニューロ
ンの同時活性化によって CS ニューロンから CR ニューロンへのシナプスは強化される。条




















ーロンの活性化によって AND ゲートが開き、CR ニューロンが活性化する。つまり、宇ノ
木-水波モデルでは、報酬条件付けによって CS ニューロンからオクトパミン作動性ニュー





予測できる。2 次条件付けにおいて、第 1 段階の際に、オクトパミン受容体阻害剤によって
報酬学習の、ドーパミン受容体阻害剤によって罰学習の成立を阻害しても、2 次条件付けが




ンからのシナプス伝達は阻害されるので、CS1 ニューロンから CR ニューロンへのシナプ
スは強化されない。この状態で CS1 を提示しても CR は起きない。続いて第 2 段階におい
て、新しい条件刺激(CS2)と CS1 の対提示時に CS1 ニューロンの活性化によって、オクト
パミン作動性ニューロンが活性化する。CS2 ニューロンと CR ニューロンの同時活性化に
よって CS2 ニューロンから CR ニューロンへのシナプスと CS2 ニューロンからオクトパミ
ン作動性ニューロンへのシナプスは強化される。条件付け後の CS2 の提示は CS2 ニューロ
ンの活性化を引き起こし、続いてオクトパミン作動性ニューロンの活性化を引き起こす。
この 2 つのニューロンの活性化によって AND ゲートが開き、CR ニューロンが活性化し、
条件反応が起きる。また、罰 2 次条件付けの場合も同様に第一段階において CS1 ニューロ
ンからドーパミン作動性ニューロンへのシナプスは強化されるため、第 2段階においてCS2




立した。昆虫の 2 次条件付けは、ミツバチ(Bitterman and Menzel, 1983; Hussainin et al., 
2007)やショウジョウバエ(Brembs and Heisenberg, 2001)で報告されている。それらは嗅
覚のみ、あるいは視覚のみを用いた 2 次条件付けである。このように刺激の様相が同じ 2
次条件付けの場合、刺激の汎化(generalization)が問題となる。フタホシコオロギは嗅覚学
習と視覚学習ができることがわかっている(Unoki et al., 2005, 2006)。そこで、汎化の問題
を回避するために、条件刺激として嗅覚刺激と視覚刺激を用いた 2 次条件付けを行った。 
本研究では、第 1 に、無脊椎動物で初めて条件刺激のモダリティの異なる 2 次条件付け
を成立させ、第 2 に、2 次条件付けと薬理学的手法を用いて宇ノ木-水波学習モデルを検証
した。 
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Ⅲ  材料と方法 
1 材料 
 本研究では成虫脱皮後 1 週間程度のフタホシコオロギ Gryllus bimaculatus のオスを
用いた。室温 26～28℃、明暗周期（明期：暗期＝12 時間：12 時間）下で飼育した。水へ
のモティベーションを高めるため、実験前の 3 日間水を与えなかった。 
 
2 行動実験 
実験方法はこれまでの研究を参考に設定した(Unoki et al., 2005, 2006; Matsumoto et 
al., 2006)。 
 
2-1 2 次条件付け 
条件刺激 1(conditioning stimuli 1; CS1)として匂いを、条件刺激 2(conditioning stimuli 
2; CS2)として視覚パターンを、無条件刺激(unconditioned stimuli; US)として水を使った。
渇水状態のコオロギにとって水は報酬となる。 
2 次条件付けの第 1 段階で、パイナップルの匂い(CS1)と水(US)を対提示する嗅覚条件付
けを行った(Fig.2A)。パイナップルエッセンスを 3mm 四方のろ紙片に 1 滴たらし、ろ紙片
を水の入った 1ml 注射器の針の先端から 1cm の位置に取り付けた(Fig.2B)。コオロギの触
角にろ紙を近づけて匂いをかがせ始めた 2 秒後にコオロギの口に水を 1 滴与えた。条件付
けの後に、匂いを掃除機で吸い取った。 






















性テストは条件付けの前後 1 回ずつ行った。 
 
3 オクトパミン受容体阻害剤(エピナスチン)の投与 
 報酬 2 次条件付けにおいてオクトパミン作動性ニューロンがどのように関与しているの
かを調べるために、エピナスチン(Epinastine)をコオロギの血リンパ中に投与した。コオロ
ギの頭部(中央単眼)に注射針で穴を開け、クチクラと脳の間の血リンパ中に 1μM のエピナ
スチンを含む生理食塩水(NaCl 150mM, KCl 9mM, CaCl2-H2O 5mM, NaHCO3 2mM, 
glucose 40mM, NaOHで pH7.2に調整)を 3μl投与した。エピナスチンの投与量は 3pmol、




4-1 2 次条件付け実験 
 2 次条件付けは第 1 段階を訓練回数 4 回、訓練間隔 5 分間で行った 1 日後に第 2 段階を
訓練回数 4 回、訓練間隔 5 分間で行った。訓練前と訓練 1 時間後に嗜好性テストを行った
(Fig.2D)。対照群では 2次条件付けの第 1段階または第 2段階の訓練を不対合試行(unpaired 
trials)にした。不対合対照群では US、CS1 または CS2 を 150 秒間隔で偽ランダム化して
与えた。実験群を P/P(paired/paired)群、第 1 段階を不対合試行にした対照群を
UP/P(unpaired/paired)群、第 2 段階を不対合試行にした対照群を P/UP(paired/unpaired)
群と呼ぶ。 
 
4-2 第 1 段階におけるオクトパミン受容体阻害剤(エピナスチン)投与実験 
 第 1 段階の開始 30 分前に上記の方法でエピナスチンを投与した。2 次条件付けは第 1 段
階を訓練回数 4 回、訓練間隔 5 分間で行った 1 日後に第 2 段階を訓練回数 4 回、訓練間隔
5 分間で行った。訓練前と訓練 1 時間後に視覚嗜好性テストを行った。 
 
4-3 第 2 段階におけるオクトパミン受容体阻害剤(エピナスチン)投与実験 
 第 2 段階の開始 30 分前にエピナスチンを投与した。対照実験では生理食塩水を投与した。
2 次条件付けは第 1 段階を訓練回数 4 回、訓練間隔 5 分間で行った 1 時間後に第 2 段階を
訓練回数 6 回、訓練間隔 5 分間で行った。訓練前と訓練 1 日後に視覚嗜好性テストを行っ




 訓練後の視覚嗜好性テスト 30 分前にエピナスチンを投与した。対照実験では生理食塩水
を投与した。また、エピナスチン投与後、効果が切れた後に視覚嗜好性テストを行う対照
実験も行った。2 次条件付けは第 1 段階を訓練回数 4 回、訓練間隔 5 分間で行った 1 時間





パターンへの探索時間の割合を算出し、100 をかけた値を Preference Index(PI)とした




Ⅳ  結果 
1 2 次条件付け実験 
 P/P 群において、視覚嗜好性は訓練前と訓練後とで有意な差があり、2 次条件付けの効果
が見られた(Fig.4)。不対合対照群では UP/P 群、P/UP 群ともに条件付け効果は見られなか
った。訓練前と比べて P/P 群では WCX p<0.001、UP/P 群、P/UP 群では WCX p≧0.05 だ
った。また、P/P 群の訓練後の視覚嗜好性は UP/P 群あるいは P/UP 群に比べそれぞれ有意
に高かった。P/P 群と P/UP 群で M-W p<0.01、P/P 群 と UP/P 群で M-W p<0.001 だった。 
 
2 第 1 段階におけるオクトパミン受容体阻害剤(エピナスチン)投与実験 
第 1 段階においてエピナスチン投与によってオクトパミン受容体を阻害したコオロギで
は、視覚嗜好性は訓練前と訓練後とで有意な差があり、条件付け効果が見られた(Fig.5)。
訓練前と比べて WCX p<0.001 だった。 
 




と比べて実験群では WCX p≧0.05、対照群では WCX p<0.05、非投与群では WCX p<0.01
だった。実験群の訓練後の条件付けをした視覚パターンへの嗜好性は対照群に比べ有意に
低く、また、対照群の訓練後の視覚嗜好性は非投与群のものと有意な差はなく、条件付け














WCX p≧0.05、生理食塩水対照群では WCX p<0.01、1 日後対照群では WCX p<0.01 だっ
た。訓練後の視覚嗜好性は実験群と生理食塩水対照群で M-W p<0.01、実験群と 1 日後対照
 9
群で M-W p<0.05 だった。 
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Ⅴ  考察 
1 2 次条件付けの成立 
昆虫の 2 次条件付けはミツバチ(Bitterman and Menzel, 1983; Hussaini et al., 2007)と
ショウジョウバエ(Brembs and Heisenberg, 2001)において報告されている。しかし、とも
に嗅覚刺激と嗅覚刺激、視覚刺激と視覚刺激など同種の刺激を使ったものだった。コオロ
ギは嗅覚学習と視覚学習のどちらもできることがわかっているので CS1 として匂い刺激を、
CS2 として視覚パターンを利用した。この条件付けでは CS1 と CS2 で刺激の種類が違うこ
とから、汎化の問題が退けられる。 





このような、条件刺激のモダリティが異なる 2 次条件付けは無脊椎動物では初めてである。 
 
2 2 次条件付けの各段階におけるオクトパミン受容体阻害剤の効果 





第 2 段階でオクトパミン受容体阻害剤を投与したコオロギでは 2 次条件付けは成立しな




















する(Rescorla, 1988; Holland, 1993)。宇ノ木-水波モデルは古典的条件付けを裏打ちするシ
ステムが今まで考えられてきた以上に哺乳類と昆虫とでよく似ていることを示唆する。 
宇ノ木-水波モデルによれば 2 次条件付けにおける CS1 と CS2 の連合にはオクトパミン
作動性ニューロンまたはドーパミン作動性ニューロンの活性化が必要である。では、強化
されていない CS1 と CS2 の間で連合は起こるのであろうか。ショウジョウバエや、ミツバ
チでは、CS1 と CS2 を対提示した後 CS1 と無条件刺激を対提示すると、CS2 によって条
件反応が引き起こされるという、感性予備条件付けが起こることが知られている(Müller et 
al., 2000; Brembs and Heisenberg,2001)。もし、コオロギでも感性予備条件付けが成立す
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Ⅶ  図の説明 




(A)ショウジョウバエにおける古典的条件付けを説明するモデル(Schwaerzel et al., 2003)。
CSニューロンとオクトパミン作動性ニューロンまたはドーパミン作動性ニューロンからの
シナプスが CR ニューロン上へ収束している。 (B)宇ノ木-水波モデルと名づけた新しい古
典的条件付けのモデル。条件付けの際 CS ニューロンからオクトパミン作動性ニューロンま
たはドーパミン作動性ニューロンへのシナプスが強化され、また、記憶の読み出しの際の




Fig. 2. 2 次条件付けの手順 
(A)2 次条件付けの手順。第 1 段階で、匂い(CS1)と水(US)を対提示する嗅覚条件付けを行っ
た。第 2 段階で、視覚パターン(CS2)と匂い(CS1)を対提示した。(B)2 次条件付けの様子。
第 1 段階では、パイナップルエッセンスを含ませた 3mm 四方のろ紙片を水の入った 1ml
注射器の針の先端から 1cm の位置に取り付け、コオロギの触角にろ紙を近づけて匂いをか




第 1 段階の 1 日後に第 2 段階を行い、その 1 時間後にテストを行った。(D)2 次条件付けと
対照実験の刺激スケジュール。第 1 段階では CS1 を提示した 2 秒後に US を提示し、第 2
段階では CS2 と CS1 を同時に 5 秒間提示した。これらをそれぞれ 5 分間隔で与えた。不対
合試行では US、CS1 または CS2 を 150 秒間隔で偽似ランダム化して提示した。 
 
Fig. 3. 視覚嗜好性テスト 
(A)視覚パターン。黒中心パターンと白中心パターンを用いた。(B)視覚嗜好性テスト装置。
WCH ：待機室。SD：スライド式扉。TCH：テスト室。SW：スライド式の壁。P：視覚パ
ターン。(C)Preference Index(PI)の計算式。TA：パターン A を探索した時間。TB：パター
ン B を探索した時間。 
 
Fig. 4. 2 次条件付けの効果 
2 次条件付けは、第 1 段階を訓練回数 4 回、訓練間隔 5 分間で行った 1 日後に、第 2 段階
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を訓練回数 4 回、訓練間隔 5 分間で行った。訓練前と訓練 1 時間後に嗜好性テストを行っ
た。対照実験は 2 次条件付けの第 1 段階または第 2 段階の訓練を不対合試行にした。UP/P
群では第 1 段階を不対合試行にし、P/UP 群では第 2 段階を不対合試行にした。条件付け前
(白のグラフ)後(黒のグラフ)(WCX test)と個体群間(M-W test)の統計解析の結果はグラフ上
のアステリスクで示した(＊p<0.05; ＊＊p<0.01; ＊＊＊p<0.001, NS p>0.05)。グラフ上の
数字は被験個体数を示す。 
 
Fig. 5. 2 次条件付け第 1 段階でのオクトパミン受容体阻害剤の影響 
プロトコルを上に示す。第 1 段階の開始 30 分前に 1μM エピナスチンを含む生理食塩水を
3μl 投与した。2 次条件付けは、第 1 段階を訓練回数 4 回、訓練間隔 5 分間で行った 1 日
後に、第 2 段階を訓練回数 4 回、訓練間隔 5 分間で行った。訓練前と訓練 1 時間後に視覚
嗜好性テストを行った。条件付け前(白のグラフ)後(黒のグラフ)(WCX test)の統計解析の結
果はアステリスクで示した(＊p<0.05; ＊＊p<0.01; ＊＊＊p<0.001, NS p>0.05)。グラフ上
の数字は被験個体数を示す。 
 
Fig. 6. 2 次条件付け第 2 段階でのオクトパミン受容体阻害剤の影響 
プロトコルを上に示す。第 2 段階の開始 30 分前に 1μM エピナスチンを含む生理食塩水を
3μl 投与した。対照実験では生理食塩水を投与した。また、非投与群でも同じスケジュー
ルで 2 次条件付けを行った。2 次条件付けは、第 1 段階を訓練回数 4 回、訓練間隔 5 分間
で行った 1 時間後に、第 2 段階を訓練回数 6 回、訓練間隔 5 分間で行った。訓練前と訓練 1
日後に視覚嗜好性テストを行った。条件付け前(白のグラフ)後(黒のグラフ) (WCX test)と個
体群間(M-W test)の統計解析の結果はアステリスクで示した(＊p<0.05; ＊＊p<0.01; ＊＊
＊p<0.001, NS p>0.05)。グラフ上の数字は被験個体数を示す。 
 
Fig. 7. 記憶の読み出し段階でのオクトパミン受容体阻害剤の影響 
プロトコルを上に示す。訓練後の視覚嗜好性テスト 30 分前に 1μM エピナスチンを含む生
理食塩水を 3μl 投与した。対照実験では生理食塩水を投与した。また、エピナスチン投与
後、効果が切れた後に視覚嗜好性テストを行う対照実験も行った。2 次条件付けは第 1 段階
を訓練回数 4 回、訓練間隔 5 分間で行った 1 時間後に第 2 段階を訓練回数 6 回、訓練間隔
5 分間で行った。訓練前と訓練 1 時間後または 1 日後に視覚嗜好性テストを行った。条件付
け前(白のグラフ)後(黒のグラフ)(WCX test)と個体群間(M-W test)の統計解析の結果はアス
































































1st stage 2nd stage test
CS1→US CS2→CS1 CS2
CS1 : pineapple odor
































































































Fig. 4. 2 次条件付けの効果












































































































Fig. 6. 2 次条件付け第 2 段階でのオクトパミン受容体阻害剤の影響
Fig. 7. 記憶の読み出し段階でのオクトパミン受容体阻害剤の影響
